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論文内容要旨
 精巣腫瘍は胚細胞から精子にいたる精子発生の過程において正常のプログラムから逸脱して発
 生し,組織学的にセミノーマ,非セミノーマという2つの組織型に大別される。胎児性癌をはじ
 めとした非セミノーマでは胚細胞系統とともに体細胞系統で様々な程度に分化した細胞が混在し,
 組織学的に多様な様相を呈している。一方,セミノーマは始原生殖細胞に類似したセミノーマ細
 胞から成り,組織学的に比較的均一である。そのため,精巣腫瘍における遺伝子発現の変化を調
 べる際の材料としてはセミノーマの方がより適していると考えられる。実際,17q染色体におけ
 る遺伝子発現プロファイル解析を行った報告では,両者の遺伝子発現にかなりの相違が認められ
 ている。
 現在までの精巣腫瘍における分子生物学的な報告には以下のようなものがある。染色体の異数
 性(3倍体が最多),特定染色体領域のコピー数の増減(例えばイソ染色体12pや12p染色体の
 増幅,4,5,11,13q,18q染色体の欠失など),遺伝子発現プロファイル解祈(特に12p,17q
 に着目した報告),12p上のcyclinD2の発現増加などである。
 今回我々は,精巣腫瘍の1組織型であるセミノーマに着目し,セミノーマ腫瘍組織,腫瘍周囲
 の正常精巣組織,正常精巣の3群より抽出したRNA,計13検体についてDNAチップを用い
 たマイクロアレイ法によるゲノムワイドな遺伝子発現プロファイル解析を行った。解析には約
 20000遺伝子をカバーするAffymetrix社のGelleChipU133Aアレイを用いた。
 得られたデータにつき検体間のクラスター解析を行ったところ,腫瘍組織8検体と,周囲正常
 組織及び正常精巣の計5検体の2群に分離した。次にペア検体(即ち,腫瘍組織と各々の周囲正
 常組織)について検討を行い,4組全てのペア検体において,腫瘍組織のシグナル強度が周囲正
 常組織の3倍以上である遺伝子を106個同定した。これら106遺伝子について各染色体の長腕・
 短腕ごとの分布を調べたところ,腫瘍組織で高発現する遺伝子は1q,2p,6p,7p,12p,12q,22q
 という特定の染色体部位に集中しており,その多くがこれまでの研究でDNAコピー数の増加が
 報告されている部位であった。一方,4組全てのペア検体において腫瘍組織で発現が低下してい
 た遺伝子を308個同定した。こちらでは特定染色体部位への集中は見られなかった。高発現遺伝
 子が集中する染色体部位7か所に局在する51遺伝子のうちアノテーションがついていて生物学
 的にも興味深い19遺伝子と,これらにXp上の2遺伝子を加えた21遺伝子について,半定量的
 RT-PCRによりmRNAの発現強度を測定した。セミノーマの腫瘍組織RNA/周囲正常組織
 RNAの比は,CHD4,FBLN1を除く19遺伝子において4組全てのペア検体で3.0以上であっ
 た。これにより,今回行ったマイクロアレイのデータの信頼性が裏付けられた。
 次にRT-PCRで検証した21遺伝子を,予想される遺伝子の機能により4つのグループに分類
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 した。すなわち,膜蛋白やレセプター,シグナル伝達分子,転写因子,DNA修復酵素の4群で
 ある。これらのうちactivinAreceptortype1B,cyclinD2,pim-2,E2F3,SOX4,AFIQの
 6つは,現在までに細胞周期・細胞増殖・細胞がん化との関連が報告されている遺伝子である。
 さらに,RT-PCRで腫瘍/正常比が特に高く,正常精巣での発現が低いFGD1について免疫組
 織学的な検討を行い,本蛋白がセミノーマ細胞で強く染色されるのを確認した。一方,周囲正常
 組織の精細胞やリンパ球ではFGDl蛋白の発現は見られなかった。
 今回我々が抽出した遺伝子群は,精巣腫瘍の癌遺伝子候補を含むゲノムワイドなリストとなる
 可能性を有していると思われる。さらには,これらの遺伝子について免疫組織学的な検討を加え
 ることにより,胚細胞から精細管内胚細胞腫瘍(CIS)への腫瘍性形質転換,さらには浸潤性精
 巣腫瘍への進展に関する分子生物学的なマーカーを同定できる可能性も有していると考えられ,
 FGD1もその候補になり得ると考えられる。
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 審査結果の要旨
 [目的]DNAマイクロアレイ法は遺伝子の発現プロファイルを網羅的かつ強力に解析する代表
 的な手法としてすでに確立されており,各種発癌遺伝子の分析や癌の悪性度評価などに用いられ
 ている。精巣腫瘍の遺伝子解析は,連鎖解析によるアプローチが困難であること,精巣腫瘍の一
 組織型であるセミノーマの動物モデルがマウスやラットで得られていないこと,培養細胞株が非
 セミノーマしか得られていないことなどにより,その解析方法には制約があり,他の癌種に比し
 て困難なものになっている。本研究では,DNAマイクロアレイ法を用いて精巣腫瘍の遺伝子発
 現プロファイルを網羅的に解析し,発現遺伝子をクラスター分析することにより精細胞の腫瘍化
 関連遺伝子を明らかにすることを目的とした。
 [方法]精巣腫瘍の1組織型であるセミノーマに着目し,セミノーマ腫瘍組織,腫瘍周囲の正常
 精巣組織,正常精巣の3群より抽出したRNA,計13検体についてDNAチップを用いたマイ
 クロアレイ法によるゲノムワイドな遺伝子発現プロファイル解析を行った。
 [結果・考察]得られたデータにつき検体間のクラスター解析を行ったところ,腫瘍組織8検体
 と,周囲正常組織及び正常精巣の計5検体の2群に分離した。次にペア検体(即ち,腫瘍組織と
 各々の周囲正常組織)について検討を行い,4組全てのペア検体において,腫瘍組織のシグナル
 強度が周囲正常組織の3倍以上である遺伝子を106個同定した。これら106遺伝子について各染
 色体の長腕・短腕ごとの分布を調べたところ,腫瘍組織で高発現する遺伝子は1q,2p,6p,7p,
 12p,12q,22qという特定の染色体部位に集中しており,その多くがこれまでの研究でDNA
 コピー数の増加が報告されている部位であった。一方,4組全てのペア検体において腫瘍組織で
 発現が低下していた遺伝子を308個同定した。こちらでは特定染色体部位への集中は見られなかっ
 た。高発現遺伝子が集中する染色体部位7か所に局在する51遺伝子のうちアノテーションがつ
 いていて生物学的にも興味深い19遺伝子と,これらにXp■hの2遺伝子を加えた21遺伝子につ
 いて,半定量的RT-PCRによりmRNAの発現強度を測定した。セミノーマの腫瘍組織RNA/
 周囲正常組織RNAの比は,CHD4,FBLNlを除く19遺伝子において4組全てのペア検体で
 3.0以上であった。これにより,今回行ったマイクロアレイのデータの信頼性が裏付けられた。
 次にRT-PCRで検証した21遺伝子を,予想される遺伝子の機能により4つのグループに分類し
 た。すなわち,膜蛋白やレセプター,シグナル伝達分子,転写因子,DNA修復酵素の4群であ
 る。これらのうちactivinAreceptortypelB,cyclinD2,pim-2,E2F3,SOX4,
 AFIQの6つは,現在までに細胞周期・細胞増殖・細胞がん化との関連が報告されている遺伝
 子である。さらに,RT-PCRで腫瘍/正常比が特に高く,正常精巣での発現が低いFGD1につ
 いて免疫組織学的な検討を行い,本蛋白がセミノーマ細胞で強く染色されるのを確認した。一方,
 周囲正常組織の精細胞やリンパ球ではFGD1蛋白の発現は見られなかった。
 今回抽出した遺伝子群は,精巣腫瘍の癌遺伝子候補を含むゲノムワイドなリストとなる可能性
 を有していると思われる。さらには,これらの遺伝子について免疫組織学的な検討を加えること
 により,胚細胞から精細管内胚細胞腫瘍(CIS)への腫瘍性形質転換,さらには浸潤性精巣腫瘍
 への進展に関する分子生物学的なマーカーを同定できる可能性も有していると考えられ,FGDl
 もその候補になり得ると考えられる。
 [審査結果]本研究はDNAマイクロアレイ法を用いて精巣腫瘍の遺伝子発現プロファイルを網
 羅的に解析し,発現遺伝子をクラスター分析することにより従来困難であった精巣腫瘍の発生,
 分化に関連する遺伝子の発現制御,精細胞の腫瘍化関連遺伝子が明らかになることが予想され,
 腫瘍化の機序が解明される可能性があるのみならず,精巣腫瘍の遺伝子診断や治療法の選択,新
 しい治療法の開発に貢献するという意義を有しており,学位に値するものと考えられる。
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